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Summary 
Adventitious bud initiation in epid巴rmisof Torenia stem segments cultured in vitro， which is usually 
induc巴dby cytokinin， could be induced by application of dibutyryl cyclic GMP (Bt2-CGMP) in出eab-
senc巴ofcytokinin. Similar promotively effects on bud initiation were observed when various stimulating 
reagents to accumulat巴endogenouscGMP wer巴addedto the culture medium， such as inhibitors of cyclic 
nucleotide phosphodiesterase， theophylline and isobutyl methyl xanthine. Simultaneous addition of anti-
cytokinin with Bt2-CGMP and/or above chemicals showed no effects on adventitious bud initiation. En-
dog巴nouscontent of cGMP in Torenia stem s巴gmentswere increased by the application of the above 
chemicals. These results suggested that endogenous concentration of cGMP were involv巴din adventト
tious bud initiation of Torenia stem segments. Application of inhibitor for cGMP-dependent protein 
kinase inhibited bud initiation induc巴dby cGMP-accumulating reagent. Furthermore， when the segment:写
wer巴culturedwith Bt2-CGMP， ca.60 kDa polypeptide was phosphorylated. 
Key words: Adventitious bud initiation， cyclic GMP， meristematic zone，日reniafournieri. 
緒雷
動物細胞とは異なり，植物細胞は分化全能性を有している1) その分化という現象には 2穂
ある.一つは機龍的分化であり，特定の器官・組織でのみ生成する物質であっても，植物体を
構成するどの細胞にもその物質を合成する能力があることである.もう一つは形態的分化であ
り，植物体を構成するどの細胞からでも個体を再生できることである.後者は，不定取i形成と
不定芽分化によって達成される.近年，遺伝子導入や細胞融合等の生物工学的手法による，有
用形質の付与や新品種の作出が報告されているが，多くの場合植物体再生が必要である.しか
しながら，全ての植物種において，植物体再生が可能なわけではない.その理由は不定粧や不
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定芽の分化誘導機構が不明なためである.不定粧形成のメカニズムについては，不定脹が単細
脆からであっても誘導することが可能であること，不定佐形成過程が比較的短時間であること
等の理由から，生化学的な検討が容易であり，蛋白質及び遺伝子レベルでの解析が行われてい
るつ.…方，不定芽分化の場合には，その起源が不均一な細胞集閉である培養細胞や複数の組
織からなる器官切片であるために，解析が難しい.さらに-~般に不定芽分化は植物ホルモンで
あるサイトカイニンとオーキシンによって誘導され，これら植物ホルモンの作用機作が複雑で、
あることも研究の進展を阻んでいる.動物や微生物においては，セカンドメッセンジャーと名
づけられた一群の物質による情報伝達機構に関する検討が進められている3，4) セカンドメッセ
ンジャーには， Caへサイクリック AMP(cAMP)，サイクリック GMP(cGMP)， 1)ン脂質等
があげられ，植物ホルモンもセカンドメッセンジャーの一種であるといえる.セカンドメッセ
ンジャーによる解析が進んで、いるのは これらがいずれも蛋白質のリン酸化を経由して機能し
ているためである3，'))
我々は，ゴマノハグサ科に属するトレニアの茎切片を材料として不定芽分化の機構を解析し
てきた.この材料では，不定芽は一層の細胞層で構成される表皮を起源として誘導され，培養
1週間で，不定芽の原基である meristematiczone (MZ)が形成される5) そのため，1週鰐培養
した茎切片から表皮を剥ぎ取り，長1Z数を測定することにより，不定芽誘導に対する各種物質
の効果を調べることが可能であるべこれまでに，植物ホルモンの影響6，71 傷害及び傷害関
物質の効果M ，内生アミノ酸の消長10)，不定芽誘導時の蛋白質の量的・質的変動へ sennepro司
teaseの関与へグルタミン蓄積と培地中の窒素形態の関与)3)といった検討を行い，セカンドメッ
センジャーについても， Ca2+14)， cAMPべリン指質:凶等の関与について報告してきた. しカか冶し，
cGMPについてはまだ
ても未検討でで、あることから，今回は cGMPがトレニア茎切片からの MZ形成にどのような影
響をもたらすのかという点について調べることとした.
cGMPは細胞内には取り込まれにくいと思われるので， dibutyryl cyclic GMP (Bb-cGMP)を
用いることとした.また， cGMPの分解酵素は cyclicnucleotide phosphodi巴sterase(PDE)であ
り，この酵素は， theophyllineやisobutylmethyl xanthine (IBMX)によって阻害される.従って，
theophylline及びIBMXを用いて，それらの MZ形成及ぴ内生cGMP含量に及ぼす効果につい
ても調べた.cGMPはcGMP闇dependentprotein kinase (G kinase) を活性化し，この Gkinaseが
特定の蛋白質をリン酸化する.G kinaseの特異的阻害剤は N-[2 -(methylamino) ethyl] -5ωiso匂
quinoline sulfonamide (H司 8)であるので171 この廿8の影響，さらに MZ誘導時にリン酸化
されるポリペプチドの有無についても検討を加えることとした.
トレニア茎切片からの不定芽分化を誘導する植物ホルモンはサイトカイニンであり， cGMP 
が不定芽分化を誘導したとしても，その効果は cGMPが内生サイトカイニン濃度をと昇させ
ることによる，という可能性もある.サイトカイニンによる不定芽誘導は同時に添加した抗サ
イトカイニンによって完全に担害されるべそこで， cGMP関連物質と問時に抗サイトカイニ
ンである 4-cyclobutylamino-2 -methylpyrrolo [2， 3 -d] -pyrimidine (CB-P)凶を添加して，
この点についての確認も行った.
材料と方法
トレニア (Toreniα戸umieriLind.)の穂子をパーミキュライトに播種し，培養庫で16時間明
期 (60μmolesphoton m-2s-1) /8時間暗期，i昆度25:11 ocで育て，播種後約8週間前後の植物
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体の上部茎節略を採取した.この茎節聞をアンチホルミン溶液で減額後，長さ 5凹の切片を切
り出し，これを外様片とした.基本培地には， MurashigeとSkoogの培地19)を用い， Bt2-CGMP， 
theophylline， IBMX， CB-P， H-8をフィルター滅麗し，単独であるいは組み合わせて培地に
添加した.
7日間培養後，茎切片の培地に接している商以外の3語の表皮を剥ぎ取り，酢酸カーミン
(2 %カーミン)で染色後， 45%酢酸で脱染し，顕微鏡下でMZ数を測定した.
内生cGMPの定量は以下のようにして行った. 5日間培養した茎切片及び培養前の切片を
幅約 1mmに綿断し， 5 %trichloroacetic acid ~容液中， 40Cで24時間インキュベーションした
後， 10分間超音波処理し，さらに 40Cで5日開インキユベーションし， 3，OOOrpmで10分間
心した.上清を等量のエーテルで3回分配し，エーテル相をエパポレーターで濃縮・乾屈し，
得られたサンプルを cGMPEnzym巴-immunoassaysystem (Amersham Pharmacia) によって cGMP
を定量した.なお，測定された物質がcGMPであることを確認するため， PDEを同時添加し
たサンプルの測定も行ったが，その方法は AmrheinとFilnerO)の報告に従った.すなわち，サ
ンプルを 1)ン酸緩衝液 (pH7.0) に溶解後市販されている PDE(Sigma) をO.Olunits加えて30
℃で1時間反応させ， 1∞℃で5分熱することにより反応を停止させた.この試料を遠心
(10，0∞〉くg，5分)後，上清を上記と同様に測定した.
蛋白質のリン酸化については以下の手}I買により解析した.Btz-cGMP 添加あるいは無添加の
培地で5日間培養した茎切片及び培養前の切片から常法により蛋白質を抽出した.この蛋白質
を12%から20%のポリアクリルアミド濃度勾配をつけたゲルを用いて， SDS町PAGEを行った.
泳動終了後，ゲルを GelCodephosphoprot巴inStaining kit (PIERCE) を用いて染色し， 1)ン酸化
ポリペプチドの有無について調査した.
結果と考察
1. BtrcGMP及び内生cGMP蓄積物質の不定芽分化に対する効果
Fig. 1に示したように， Bt2-CGMPを添加した培地で培養したトレニア茎切片において， MZ 
形成は有意に促進された.Bt2-CGMP無添加の場合に形成された MZ数は l以下であったが，
1O-6MのBt2-CGMPによって約3.51聞の MZが形成された.CB-Pの添加によって， MZ数は O
となり，同時に添加した Bt2-CGMPは， CB-P無添加の場合と同様の効果を示した.この結果
はBt2-CGMPにMZ形成誘導効果があること，また， Btz-cG時Pは内生サイトカイニン含量を
増加させることにより作用しているのではなく， cGMP自体に MZ形成効果があることを示し
ている.
次に， cGMPの分解酵素である PDEを阻害する theophyllineとIBMXの効巣について調べた.
Theophyllineの添加は Btz-cGMPと向様の効果を示し， 106Mのtheophyllineは約3.5倒の MZ
を形成させた (Fig.2 ) .同時に添加した CB-Pは全く影響を示さなかった.IBMXもBt2-CGMP
及びtheophyllineと同様の効果を示し， 1O-5MのIBMXは約4個の MZを形成させた (Fig.3 ). 
同時に添加した CB-Pは全く影響を示さなかった.τheophyllineとIBMXはPDEの阻害剤であ
ることから，これらの物質の添加によって内生 cGMP含量が増加し，その結果MZ形成が誘
されたものと考えられた.
セカンドメッセンジャーとしては， Ca2+， cAMP， cGMP，リン指質等がある.我々は， ト
レニア茎切片を材料として，不定芽分化がCa2+ionophOI・e14)， cAMp1へ 1)ン脂質16)等によって誘
されることを報告してきた.本研究において新たに cGMPも不定芽誘導効果があることが
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Fig.l E百ectsof dibutyryl cyclic GMP (Bt，-cGMP) on adventitious bud induction in Tore-
nia stem segments. Explants were cultured for 7 days on MS medium containing 
various concentrations of Bt2-CGMP with (0) or without (.) 5 x 1O-6M of CBぷ
To calcu!ate the average number of MZ， at!east 240 epidennal strips for each仕eat-
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Fig.2 Effects of theophylline on adventitious bud induction in Torenia stem segments. Ex-
p!ants were cultured for 7 days on MS medium containing various concentrations of 
theophylline with (0) or without (.) 5 x 1O-6M of CB-P. To calcu!ate the average 
number of MZ， at!east 240 epiderma! strips for each treatment were examined. Ex-
periments we陀 repeated3 times， and the standard eηors were then calcu!ated 
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Fig.3 Effects of isobutyl metbyl xanthine (IBMX) on adventitious bud induction in Torenia 
stem segments. Explants were cultured for 7 days on MS medium containing various 
concentrations of lBMX with (0) or witbout (e) 5 x IO-'M of CB-P. To calculate 
the average number of MZ， atleast 240 epidermal strips for each treatment were ex-
amined. Experiments were repeated 3 times， and tbe standard error百werethen calcu-
lated. 
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明らかとなった.これらのセカンドメッセンジャーが全く独立に不定芽分化を誘導しているの
か，それとも何らかの相互作用あるいは特異的な反応を経由して機能しているのかという点に
ついては，さらに詳細な検討が必要であろう.
2. Bt2-cGMP及び内生 cGMP蓄積物質を含む培地で培養したトレニア茎切片の内生 cGMP
含量
前述したように， cGMP分解酵素である PDEの盟害剤， theophyllineとIBMXがMZ形成を
誘導した (Fig.2， 3).これらの物質により内生 cGMP含量が増加し，その cGMPによって
MZが誘導されたものと考えられる.このことを実証するために 内生 cGMP含量を測定した.
その結果を Fig.4に示した.培養前の菜及び5日間各種物質無添加の培地で培養した茎切片
中の内生 cGMP含量は1.5pmoles/ g新鮮重以下であった.高等槌物の内生 cGMP含量を測定
した報告はほとんどないが，アオウキクサでは50pmoles/g乾燥重程度であったと報告されて
いる21) アオウキクサは水上浮遊植物で、あるために，新鮮重は乾燥重の約20倍であるので，こ
の伎は2.5pmoles/ g新鮮重となる.従ってトレニアの内生 cGMP含量はほぼ妥当な濃度である
と思われる. 1O-6M のBtz-cGMPを含む培地で培養した茎切片の場合には， cGMP含量は約9
pmoles/ g新鮮重であった.この含量は同時に CB♂を添加した場合にもほとんど減少しなかっ
た.なお， Btz-cGMP 添加暗地で培養した茎切片から抽出した試料を PDEで処理後溺定したと
ころ， cGMP含量は著しく減少し，測定された物質がcGMPであることが確認された.Theophyl-
line (10-6M)及びIBMX (10-5M) を添加した培地で培養した茎切片の場合にも，内生 cGMP
は6pmoles/ g新鮮重以上となり， theophyllineや IBMXが内生 cGMP濃度を上昇させるこ
とにより MZ形成を誘導していることも実証された.
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Fig.4 Cyclic GMP accumulation in explants cultured on MS medium containing cGMP-related chemicals. The 
explants were cultured for 5 days on MS medium containing Bt2-CGMP (106M) with or wi仕10tHCB-P (5 
x 10-6M). theophylline (10.-6M) or IBMX (lO-5M). and the endogenous content of cGMP was measured 
using radio-immunoassay. In the case of PDE柱eatment.sample from explants cultured with Bt2-CGMP 
was incubated with PDE (0.01 units) for 1 hr， and then cGMP content was measured 
3腫 Gkinase阻害翼手jの影響とリン駿化ポリペプチド
セカンドメッセンジャーは各種の proteinkinaseを活性化し，それらの proteinkinaseが特定
の蜜白質をリン酸化することにより各種の生理作用を制御している 3，4) H阻id由akaらl
iおso叩 q午伊u1泊noli泊nε郎s制u叫1辻1[，おor悶lami凶1註d批ε化合物を合成し，それらの p似rot匂凶巴ein ki加naおs巴に対する阻害効采を報告して
いる.それらの中で H-8はcGMP一依存性proteinkinase (G kinase) に対するKi値が0.48μM
と最も低く， G kinaseに特異的な阻害剤である.そこで， 1O-6M のBtz←cGMPと同時に各種濃
度の仔 8を培地に添加して培養を行った.その結果 (Fig.5)， H -8の同時添加により MZ形
成は強力に阻害され， 1O-5M のH-8でBt2-CGMP無添加の場合と伺レベル， 1O-4M のH-8で
MZ数はOにまで阻害された.この結果は， cGMPによる MZ誘導に G kinaseが関与している
ことを示唆している.
次に，培養前の茎，各種物質無添加の培地で培養した茎切片及び 1μMのBt2-CGMP添加培
地で培養した茎切片から蛋白質を抽出し， SDS-PAGE後， 1)ン酸化ボリペプチドの有無につ
いて調べた.その結果を Fig.6に示した. 3サンプルともに25kDa付近に二つのリン酸化ポリ
ペプチドが存在したが， Bb-cGMPで培養した切片にのみ， 60kDaのポリペプチドがリン酸化
されており，このポリペプチドがMZ誘導に重要な役割を果たしているものと思われた.
次の課題はこのポリペプチドの単離・精製及びそれをコードしている遺伝子の cDNAク
ローンの単離である.そのためには，まず二次元電気泳動によりこのポリペプチドを単離し，
そのアミノ酸配列を決定する必要がある.二次元電気泳動を行ったが，このポリペプチドは
CBB染色では検出できず，きわめて織量であった.また，このボ 1)ペプチドは中性であり，
付近に多数のスポットが存在するためにゲルからの切り出しも不可能であった，従って，今後
は各種カラムクロマトグラフィーによる精製を行って，このポリペプチドの単離をめざす予定
である.
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Fig.5 Effects of N-[2叩(methylamino)ethyl]δωisoquinoline sul-
fonamide (H-8) on adventitious bud induction in Toreniα 
stem segments. Explants were cultured for 7 days on 
MS medium containing various concentrations of H-8 
with 10-6M of Bt2-CGMP. To caJculate the average num-
ber of MZ， atleast 240 epidermal strips for each treat-
ment were examined. Experiments were repeated 3 
times， and the standard elTors were then ca1culated. 
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in vitroで培養したトレニア茎切片の表皮からの不定芽分化は 通常サイトカイニンによっ
て誘導されるが，サイトカイニンなしでも dibutyryl cyclic GMP (Bt2-CGMP) の添加によって
誘導することができた.不定芽分化に対する同様の促進効果は，種々の内生 cGMP蓄積物質，
すなわち， cyclic nucleotid巴phosphodiesteraseの阻害剤である theophyllin巴や isobutylmethyl xan拘
thineの添加によっても達成された.Bt2-CGMPや上記の内生 cGMPを蓄積させる物賓と同時に
与えた抗サイトカイニンは全く不定芽分化に影響を与えなかった. トレニア茎切片の内生
cGMP 濃度は，これらの物質の添加によって増加した.以上の結果は，内生 cGMP濃度がトレ
ニア茎切片からの不定芽分化に関与していることを示唆している.cGMP一依存性proteinkinase 
の阻害剤を添加すると，不定芽分化が阻害され，さらに Bt，ωcGMPによる不定芽分化時には
約60k:Daのポリペプチドがリン酸化されることがわかった.
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